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論 文 内 容 の 要 旨 
〈目的〉 
 アポトーシスは遺伝子によって制御された細胞死であり、個体発生における形態形成や神経系ネットワークの確立
ばかりでなく、成熟個体における細胞交替や内分泌系による恒常性の維持、および免疫系の成立などに重要な役割を
果たしている。 
 アポトーシスの実行過程においてはシステインプロテアーゼである caspaseによる特定の蛋白質の限定分解が中心
的な役割を果たしており、この caspase 活性化はデスレセプターを介する経路と、ミトコンドリア経路が存在する。
WD40 リピートドメインをもつ蛋白質はシグナル伝達、細胞周期の制御、RNA のスプライシングなど様々な機能が
あるといわれている。Monad は我々がアポトーシス誘導因子としてクローニングしてきた分子であり、WD40 リピ
ートドメインをもつ蛋白質であることがわかった。さらに、Monad は TNF-αおよびシクロヘキシミド（CHX）によ
り誘導されるアポトーシスを増強し、アポトーシスに関与することを報告してきた。しかし Monad のアポトーシス
増強メカニズムについては不明である。 
 本研究では、Monad のアポトーシス増強メカニズムを解明するため、Monad のターゲット分子を探索した。 
〈方法〉 
 Monad 結合蛋白質を同定するため、V5 タグ付の Monad を高発現する HEK293 細胞を作製した。その細胞を用い
て、アフィニティー精製により結合蛋白質を精製し質量分析を行った。Monad と Monad binding protein 1（MoBP1）
の結合を確認するため、GST プルダウンアッセイを行った。Real Time PCR を用いて、GAPDH を基準にヒト組織
中での MoBP1 の mRNA の発現を確認した。Flp-In 293 細胞を用い MoBP1 過剰発現細胞を作製した。この細胞に
TNF-αおよび CHX 処置を行うことによりアポトーシスを誘導し、細胞死の検出は Cell death detection ELISA を用
いて行った。TNF-αおよび CHX 処置による MoBP1 高発現細胞での蛋白発現の変化をウェスタンブロッティングに
より確認した。Monad を高発現する HEK293 細胞に対し siRNA により MoBP1 をノックダウンしたのち、TNF-α
および CHX 処置を行いアポトーシスを誘導した。また、HeLa 細胞においても同様の実験を行った。 
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〈結果〉 
 質量分析により、Monad に結合する機能未知の蛋白質２つを同定し、Monad binding protein 1、2（MoBP1、
MoBP2）と名づけた。MoBP1 は 631 個のアミノ酸からなり推定分子量は 71.9 kDa であり、tetratricopeptide リピ
ート（TPR）ドメインをもつことがわかった。GST プルダウンアッセイより、Monad と MoBP1 が HEK293 細胞に
おいて結合していることが確認された。Real Time PCR により、ヒト組織中での MoBP1 の mRNA の発現を確認し
たところ、もっとも発現の多かったのは精巣であり、その他に卵巣、膵臓、脾臓などにも高い発現が認められた。MoBP1
のアポトーシスヘの作用を調べるため、MoBP1 を高発現する HEK293 細胞を作製し、TNF-αおよび CHX を 24 時
間作用させたところ、MoBP1 を高発現する細胞では TNF-αおよび CHX によって引き起こされるアポトーシスが増
強された。そして、TNF-αおよび CHX 処置による MoBP1 高発現細胞での蛋白発現の変化をウェスタンブロッティ
ングにより確認したところ、MoBP1 の分解及び caspase-3 の活性化が確認された。また、Monad を高発現する
HEK293 細胞に対し、siRNA により MoBP1 をノックダウンしたのち、TNF-αおよび CHX 処置を行いアポトーシ
スを誘導したところ、Monad を高発現することによって増強されたアポトーシスが MoBP1 のノックダウンにより抑
制された。また、HeLa 細胞においても同様の結果が得られた。 
〈考察〉 
 今回、我々が Monad の結合蛋白質としてクローニングしてきた MoBP1 は Monad と同様に TNF-αおよび CHX
処置によるアポトーシスを増強した。MoBP1 の siRNA により Monad によって増強されたアポトーシスを抑制する
ことから、Monad と MoBP1 の複合体がアポトーシスに関与することが示唆された。また、ウェスタンブロッティン
グから、Monad と同様に caspase の活性化が認められたことからもアポトーシスヘの関与が示唆された。さらに、
HeLa 細胞においても MoBP1 の siRNA により TNF-αおよび CHX 処置、そしてスタウロスポリンによるアポトー
シスをも抑制していることより、MoBP1 は様々な刺激によって引き起こされるアポトーシスの実行経路の下流で働
いていることが推測された。 
 MoBP1 は最近の研究で、クロマチン複合体の中の RNA polymeraseⅡと結合していることが報告され（Molecular 
Cell 27、262-274、2007）、RNA polymeraseⅡ-associated protein 3（RPAP3）という名前で登録された。RNA 
polymeraseⅡは、UV 刺激による DNA の損傷が引き起こされた時に DNA 損傷部位に結合し、損傷部位の認識に関
与している。そして修復蛋白質がリクルートされるとユビキチン化により分解されるといわれている。ユビキチン化
による蛋白質の分解はプロテアソーム系により行われていることが知られているが、その中心的な役割を果たす蛋白
質にユビキチンリガーゼ E3 が知られている。このユビキチンリガーゼ E3 のひとつの Cullin4（CUL4）の基質は
WD40 リピートをもつことが報告されており、Monad に WD40 リピートが存在することから、Monad と MoBP1 は
CUL4 の複合体の一部としてユビキチンプロテアソーム経路に関与していることが示唆された。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 本研究は、アポトーシス誘導因子である Monad のアポトーシス増強メカニズムを解明するため、Monad のターゲ
ット分子を探索し、その機能について検討したものである。 
 Monad の結合蛋白質のひとつとして新規にクローニングした Monad binding protein 1（MoBP1）は、TPR ドメ
インをもっており、この TPR ドメインは Monad のもつ WD40 リピートドメインと結合することが推測された。ま
た、Real Time PCR によって精巣や卵巣などの放射性感受性の高い組織において MoBP1 の高い発現が確認された。 
 HEK293 細胞において、MoBP1 を過剰発現することにより、TNF-αおよびシクロヘキシミド処置によって誘導さ
れるアポトーシスを増強した。また、HeLa 細胞で、siRNA により MoBP1 をノックダウンすることにより、TNF-
αおよびシクロヘキシミド処置、あるいはスタウロスポリン処置によって誘導されるアポトーシスを抑制することを
明らかにした。 
 以上の結果は、新たなアポトーシスの制御メカニズムの一部としての MoBP1 の機能を解明したものであり、博士
（歯学）の学位取得に値するものと認める。 
